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Characterization of a large glycoprotein proteoglycan 
by small-angle X-ray scattering measurement
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Abstract
The chain conformation of intact salmon cartilage proteoglycan in solution was characterized by using small-angle 
X-ray scattering measurement. Fractal analysis of small-angle X-ray scattering data revealed that the intact proteoglycan 
molecule is a chain with excluded volume (fractal dimension is 1.7) and a rod-like region as a local structure (fractal 
dimension is 1). The Kratky plots of the small-angle X-ray scattering data showed that the chain conformation of the 
cartilage proteoglycan molecules is an unfolded structure in solution. Moreover, the persistence lengths of the salmon and 
shark cartilage proteoglycan molecules are estimated to be 9 nm and 15 nm, respectively.
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タンパク質は重要な食品構成成分であるため，食品
科学および食品産業におけるタンパク質の特性解析は
基盤的で重要な課題の一つである．プロテオグリカン
はタンパク質に複数のオリゴ糖が結合した複合生体高
分子であり，主として体内のあらゆる組織の細胞外マ
トリックス中に存在する1）．その機能に関しては，ポ
リアニオンとしてポリカチオンや陽イオンと結合しイ
オンの膜透過性を調整することや，軟骨の耐圧性に関
与するなど生理的および物理的に重要な役割をしてい
る1）．しかし，プロテオグリカンは，分子量の巨大さ，
高密度（60-90 %（w/w））に大量の糖鎖が結合している
複雑さから取扱および解析が難しいこともあり１），構
造特性の基礎的知見は十分に得られていない．
我々は，鮫軟骨の主要成分であるプロテオグリカン
は食品成分であり，その溶液物性の知見を得ることは
その機能や有効利用を考える上で重要であると考え，
研究ノート
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の波長は0.1488 nm，試料検出器間距離は900 mmに設
定した．試料セルはステンレス製で，厚み1 mm，縦
3 mm，横15 mmの穴の両面に石英板（厚み20 μm，縦6 
mm，横20 mm）を窓材として貼ったものを使用し，測
定時間は10分とした．一方，鮫軟骨プロテオグリカ
ンについては，高輝度光科学研究センター SPring8の
ビームライン45ＸＵの小角Ｘ線散乱測定装置を利用し
た．検出器はイメージングプレイト自動読み取り装置
R-Axis Ⅳ++（リガク（株））を用い，Ｘ線の波長は0.09 
nm，試料検出器間距離は3500 mmに設定した．試料セ
ルはステンレス製で，厚み3 mm，縦3 mm，横5 mmの
穴の両面に厚み20 μmの石英板を窓材として貼ったも
のを使用し，試料濃度は3.7 mg/mLで測定時間は１分
とした．
どちらも，試料セルホルダーを恒温水循環装置に接
続し試料セル温度を24℃に保持した．得られた散乱
データは，試料直前のイオンチェンバーの出力により
入射Ｘ線強度の補正を行った．溶質の散乱データは溶
液の散乱強度から溶媒の散乱強度を差し引いた値とし
た．鶏の腱から取り出したコラーゲン繊維束を標準物
質として，検出器のチャンネルを散乱ベクトル q（=（4
π・λ－１）sinθ，λはＸ線波長，2θは散乱角）に変換した.
実験結果と考察
本研究において，溶液構造特性について報告のない
鮭軟骨プロテオグリカンを主な対象とし，生理的条件
で生のままの溶液中の分子鎖構造を調べるために放射
光小角Ｘ線散乱測定を行った．小角Ｘ線散乱法は低分
解能ではあるが溶液中のタンパク質の構造情報を得ら
れる手法である6）～9）．近年の放射光の発展により10），
比較的低濃度の試料での溶液散乱実験が可能となっ
た6）～9）．図１に鮭軟骨プロテオグリカンの1.8-15 mg/
mLの濃度における濃度補正後の散乱パターン（散乱ベ
クトルqに対する散乱強度のプロット）を示す．この図
から，この濃度範囲では低濃度であるほどデータのバ
ラツキは大きいものの散乱パターンの差は見られない
ので，顕著な会合はなくこの溶媒条件で試料は測定時
間内では充分に分散していることがわかる．鮭軟骨プ
ロテオグリカンの分子量は200万程度と推定されている
ことから4），この小角Ｘ線散乱装置の小角分解能では
十分でないためサイズや分子量の評価には適さない．
そこで，小角分解能を要求しない分子鎖構造の解析を
行った．次の（１）式の様に散乱強度Iが散乱ベクトルq
のべき乗に比例する領域が散乱測定から得られる12）.
溶液散乱法による鮫軟骨プロテオグリカンの溶液物性
解析を行ってきた2）,3）．その結果として，中性子溶液
散乱法による分子の内部構造解析からタンパク質が分
子コアに存在し，溶液中の分子は細長い構造体である
ことを明らかにした2）．さらに，生理的な条件では，
わずかな量の分子量数百万以上の超高分子成分と分子
量200万前後の主要成分からなることが光散乱測定に
よる分子量評価によりわかった３）．また，水溶液中の
鮫軟骨プロテオグリカン主要成分は，ほどけた構造で，
高分子鎖の堅さの指標である持続長は13-16 nmである
ことも明らかにした３）．
本研究では，軟骨プロテオグリカンの物理的役割の
理解のためにはその溶液構造特性の解明が不可欠と考
え，まだ溶液構造特性の報告のない鮭軟骨プロテオグ
リカン4）,5）について，放射光小角Ｘ線散乱測定による
溶液中の分子鎖構造解析を行った．また，本研究は溶
液散乱法による複合タンパク質の構造解析を通して，
広く食品関連生体高分子素材の溶液構造の解析に資す
る研究手法の提示も目的とした．その結果，溶液中の
鮭軟骨プロテオグリカンは，排除体積をもつ高分子鎖
と棒状の局所構造の特徴をそなえた柔軟な構造体であ
ることがわかった．その鮭軟骨プロテオグリカンの持
続長は，9 nmと評価された．また，標準的な静的（時
分割測定でない）溶液Ｘ線散乱法により鮫軟骨プロテ
オグリカンの持続長は15 nmと評価され，先に報告し
た溶液Ｘ線散乱クロマトグラフィーによる結果３）と一
致し，評価値の再現性が確認できた．これらの結果は，
鮭軟骨プロテオグリカンは，鮫軟骨プロテオグリカン
に比べて溶液中の分子鎖の柔軟性が高いことを示唆し
ていて，今後その機能を考察する上で重要な知見とな
ることが期待できる．
実験方法
鮭軟骨プロテオグリカンは，和光純薬（株）（東京）
から購入し，鮫軟骨プロテオグリカンは鮫ひれ軟骨か
ら精製した2）,３）．試料溶液は50 mMリン酸ナトリウム
緩衝液，pH 6.8,を溶媒とし，濃度は乾燥重量法により
決定した6）.
分子鎖構造は小角Ｘ線散乱測定により評価した．放
射光溶液Ｘ線散乱測定は，鮭軟骨プロテオグリカン
については，高エネルギー加速器研究機構放射光施
設ビームライン10Cに設置された小角Ｘ線散乱測定装
置（酵素回折計）を使用した6）～9）．検出器は一次元位置
敏感比例係数装置（リガク（株），東京）を用い，Ｘ線
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　I ～ q－D （１）　 
ここで D はフラクタル次元である．すなわち，図２
の様な散乱ベクトル q と散乱強度Iの両対数プロットで
得られる直線の傾きから，溶質構造体のフラクタル次
元が得られる．図２中の直線の傾きは，小角領域つま
り散乱ベクトル q が小さい方から，1.7，1.0および 1.4
を表している．この散乱データから鮭軟骨プロテオグ
リカン分子のフラクタル次元が，散乱ベクトルqが0.15 
nm-1から0.25 nm-1付近の領域ではほぼ1.7に近似でき
る.フラクタル次元 1.67（= ～ 5/3）は， 排除体積を持っ
た高分子鎖構造を表している11）.また，散乱ベクトルq
が0.25 nm-1から0.6 nm-1の領域は傾きが1.0に近似でき，
散乱ベクトルqの0.6 nm-1以上の領域の傾きは1.4と近似
できる．棒状分子のフラクタル次元は1.0で，ランダ
ムコイル状態のフラクタル次元は２であるので12），プ
ロテオグリカン分子の局所構造特性はランダムコイル
状態より棒状であることを示唆している．つまり，鮭
軟骨プロテオグリカン分子の構造体のイメージは，分
子全体としてはガウス鎖よりわずかに広がったフレキ
シブルな細長い分子鎖である．プロテオグリカンの高
密度に結合した糖鎖はマイナス荷電をもつ．その糖鎖
が密集する部分は互いに静電的に反発し合い，分子鎖
が適度に広がった構造を持ち，微視的な構造単位とし
ては棒状構造を持っていると考えられる．
さらに，図３に示す様に，散乱ベクトルqとq２・I の
関係のクラツキープロット13）から，そのデータポイン
トは小角領域（散乱ベクトル q が0.5 nm-1以下）では右
上がりでそれより小角領域に屈曲点 q* が観察される．
この屈曲点の値 q* と高分子鎖の硬さの指標である持
続長 Lp は式（２）の関係がある
14）.
　Lp = 2 π・（2.73・q*）
－1 （2）　
鮭軟骨プロテオグリカンについての屈曲点は0.25 
nm-1なので，溶液中の分子鎖の持続長は９nmと計算で
きる．一方，鮫軟骨プロテオグリカンについては，先
に溶液Ｘ線散乱クロマトグラフィーによりその持続長
は13-16 nmと報告した3）.本研究ではその評価値の再現
性の確認のため時分割測定でない小角Ｘ線散乱測定を図１．鮭軟骨プロテオグリカンの溶液X線散乱パターン
各データに対応する試料濃度は図中に示している．
図２．鮭軟骨プロテオグリカンの溶液X線散乱データ
の両対数プロット
測定条件は図１と同じである．図中の直線は散乱ベクトル
q が小さい方から，傾きが 1.7，1.0 および 1.4 を表している .
図３．軟骨プロテオグリカンの溶液X線散乱データの
クラツキープロット
鮭軟骨プロテオグリカンの測定条件は図１と同じである．
鮫軟骨プロテオグリカンのデータは実線で示した．各軟骨
プロテオグリカンのデータで観察される屈曲点q*を示した．
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行った．図３にはその測定データのクラツキープロッ
トを示しており，屈曲点 q* が 0.15 nm-1なので，持続
長は（2）式により15 nmと計算できる．たとえば棒状
ウイルスやヒアルロン酸の持続長は，それぞれ 880 
nm 15）と4 nm 16）と報告されている．この結果から，軟
骨プロテオグリカンは棒状ウイルスほど剛直でないも
のの，ヒアルロン酸よりは柔軟性に欠ける．また，鮭
軟骨プロテオグリカン分子鎖は鮫軟骨プロテオグリカ
ンより溶液中の柔軟性が高いことがわかる．鮫軟骨プ
ロテオグリカンの持続長の値は，先に報告した溶液Ｘ
線散乱クロマトグラフィーによる結果3）と一致し，評
価値の再現性が確認できた点は意義深い．この柔軟性
は，これら分子の保水性と関連すると考えられるので，
今後その物理的機能と構造の関係をさらに探求するこ
とは重要な課題である.
さらに，細長い構造体が示唆される場合は，円柱体
構造を仮定した断面プロット（q2 対 ln（I・q））の中角領
域の直線の傾きより次の（３）式から円柱体の断面の
回転半径 Rgc を評価し，構造について考察できる10）．
I・q ～ exp（-R2gc・q2・2－1） （３）　
図４の直線の傾きより鮭軟骨プロテオグリカン分子
の断面の回転半径は，実験で使用した濃度の範囲では
ほぼ一定で，平均値は0.50 ±0.04 nm（n = 5）で円柱の
半径は0.7 nmと計算できる．一方，鮫軟骨プロテオグ
リカンの断面の回転半径および円柱の半径は，試料濃
度が3.7 mg/mLにおいて0.71 nmおよび1 nmと評価され
る．鮭軟骨プロテオグリカンの回転半径は報告がない
のでこれ以上の議論はできないが，鮫軟骨プロテオグ
リカンの回転半径は25.3 nmである２）ので，分子の長
さは88 nmと計算できる．この結果は電子顕微鏡によ
りプロテオグリカン分子の細長い構造体が観察されて
いることと矛盾しない1）.
NMRは タンパク質の溶液構造を原子レベルで解析
できる手法である17）．しかし，タンパク質の分子量が
大きくても数万，通常は2万以下のものが主な対象と
なる．分子量数十万以上のタンパク質の溶液構造解析
は，食品分野のタンパク質の有効利用のためには不可
欠な課題である．溶液散乱の長所は，生理的な条件ば
かりでなく種々の溶媒条件での測定が可能である点で
ある6）～9）．従って，溶液散乱法は，タンパク質の会合
状態やゲル化初期過程あるいは分子間相互作用による
超分子構造の解明に効果的に利用されることが期待さ
れる．さらに，タンパク質ばかりでなく多糖などの生
体高分子についても本手法を適用することにより食品
分野での生体高分子成分の特性解明への貢献が期待で
きる．今後，さらに適応例を増やすとともに，生体高
分子の物性評価に適した手法の改良も重要な課題と考
えられる.
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要約
本研究では，食品関連糖タンパク質である軟骨プロ
テオグリカンについて，その機能の考察に重要な溶液
構造特性を解明するために，放射光小角Ｘ線散乱測定
による分子鎖構造解析を行った．その結果，溶液中の
鮭軟骨プロテオグリカンは，棒状の局所構造特性を持
つ細長いフレキシブルな構造体であることがわかっ
た．さらに，分子鎖の溶液中の堅さの指標である持続
長は，鮭軟骨および鮫軟骨のプロテオグリカンについ
て，それぞれ９nmと15 nmと評価した．
図４．軟骨プロテオグリカンの断面プロット
鮭軟骨プロテオグリカンについて，各濃度データの違いを
明確にするため散乱強度Ｉは試料濃度補正をしていない．
その他の測定条件は図１と同じである．鮫軟骨プロテオグ
リカンの断面プロットを挿入図に示した．各図中の直線は
計算に使用した領域を示す .
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